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マ ウ ス N I H/3 T3線維芽細胞 で は ブ ラ ジ キ ニ ン 刺 激 に 応答 して イ ノ シ ト ー ル 1,3,4,5一 四 リ ン 酸 [in o sitol l,3,4,5-
tetr akispho sphate,In s(1,3,4,5)P4] が生 成され る. こ れ に村 して 変異rtLSで 形質転換 し た NI H/3 T3細胞 (D T細胞) で は プ ラ ジ
キ ニ ン 刺激 に より Ca2 +流 入が増加 し, ひ い て は Ca2
+
オ シ レ ー シ ョ ン を誘起す る . D T細胞内にIn s(1,3,4,5)P4 を導入す る と ,
ブ ラ ジキ ニ ン で 刺激 しない 場合でもCa
2 +流入 の 増加 が再現 できた . 最 近, Ins(1,3,4,5)P4の 受容体と して Ras-G T Pas e活性 タ ン
パ ク質1[Ra s- G T Pas e a ctiv ating pr otein l, G A Pl] が 同定され た . 本研究 は, G A Plが イ ノ シ ト ー ル 1,4,5一 三 リ ン 酸 (In o sitol
l,4,5-trispho sphate,In s(1,4,5)P｡) 依存的な容量性 Ca
2 +流 入 に で は なく , In s(1,3,4,5)P4依存的な受容体作働性 Ca
2 +流 入に 関わ
っ て い る か否 か を検討 した . まず, G A PIII の アン チ セ ン ス cDN AをDT細胞 へ 導 入 し, G A PIIIの 発現 レベ ル を抑えた . この 細
胞 で ブ ラ ジ キ ニ ン 誘発性 Ca
2 十
オ シ レ ー シ ョ ン お よ びIn s(1,3,4,5)P.の寿朋包内導入 で起きる細胞内Ca
2 +
の 上 昇や Ca2 +流 人の 阻害
に成功 した . こ れ ら の結果 は, フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ C と共役 して い る ブ ラ ジ キ ニ ン 受容体(B2) の 下流で 作用 し て い る信号伝
達系 の 中で Ra s- G A P がIn s(1,3,4,5)P4結合 タ ン パ ク と して 位置 し, 受容体作動薬刺激 に関連 した Ca
2 +流 入に 関わ っ て い る と い
う こ と を示 して い る .







a ntis e n seD N A
フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ C に共役 して い る受容体 を作働薬で刺激
す る と ジ ア セ ル グ リ セ ロ ー ル と イ ノ シト ー ル 1,4,5一 三 リ ン 酸
【in o sitol l,4,5-trispho sphate,In s(1,4,5)P3】 を産 生す る . In s
(1,4,5)P3は さ ら に イ ノ シ ト ー ル 1,3,4阜四 リ ン酸【inositol l,3,4,5-
tetrakispho sphate,Ins(1,3,4,5)P4]や イ ノ シ ト ー ル ポ リ 1) ン 酸 へ
と 変換され る1). In s(1,4,5)P3は 細胞内 Ca
2+貯蔵庫 か ら Ca
2+
動
員を引き起 こ し, こ の 動 員に よ る Ca2
十





一 方 , In s(1,3,4,5)P4が Ca
2 十流





して リ ン パ 細胞 9)に お い て 報告 され て い る . こ の よ う な Ca
2 十流
入 には , In s(1,3,4,5)P.か らIn s(1,4,5)P, へ の 変換 が 関与する と
考え られ て い て , Ca





こ の よう にIn s(1,3,4,5)P4は セ カ
ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー と して 機能 して い て , 受容体作動薬刺激
(受容体活性型) に よ る Ca
2 十流 入を引き起 こ す可能性 が考え られ
る
.
と こ ろ が , こ の よ うなIn s(1,3,4,5)P4依存的な非容量性
Ca2 +流 入 機 構 に つ い て は ま だ よ く理解 され て い な い
12)1 3)
最 近 , Ra s- G T Pa s e活 性 タ ン パ ク 質 (G T Pa s e- a Ctiv ating
pr otein , G A P)1
m 14卜 叩




/セ ン タ ウl) ン ー α
19)
, そ
して G A Pl
【P4BP 20卜 22) な ど い く つ か の In s(1,3,4,5)P4結合型 タ ン パ
ク質 が 同定 さ れ て い る . これ ら の タ ン パ ク 質 はIn s(1,3,4,5)P｡
が高 親和性 に結合す るプ レ ッ ク ス ト レ イ ン 相 同性 (ple ckstrin
bo m ology, P H) ドメ イ ン
22卜25)とい う共通の モ ジ ュ ー ル を有 して
い る . G A PIII, G A P l
ln
, G A P l
lP 4-3 P
は p120 G APな ど他 の G A P と
区別さ れ て い る 26卜 2 8). G A P は Ra sや Raplな ど の 低分子量 G タ
ン パ ク を活性型(G T P結合)か ら不活性型(G D P結合) へ と変換
する G T Pas e活性を促進 し, こ れ ら低 分子量 G タン パ ク を負 に
制御 して い る15) 22) 29)30). GA PlrP4B Pは ヒ トの 血 球細胞 か ら , G A Pl
n l
と GA PIII は ラッ トと マ ウ ス の 脳 か ら 単離 さ れ , お 互 い に高 い
相同性を示 した .
我々 はか つ て , 細胞膜電位 を-40mV より過分極側 にす ると
Ca2
+流 入 の 増加 が 起 こ る こ と を マ ウ ス NI H/3 T3細胞で示 し
た
6)7)lO)11)
. こ の Ca
2 +流 入 は Ca2十 を細胞外か ら定常的に移行させ ,
細胞内の Ca
2 +
濃度をあ る規定 レ ベ ル へ と維持 して い る . ブ ラ ジ
キ ニ ン を細胞外 か ら作用 さ せ た りIn s(1,3,4,5)P｡を細胞内 に導
入す る こ と に よ っ て起 こ る Ca2
+
流 入は , 痛化 した γαざで 形質転
換 し た上 皮癌細胞 (D T細胞) に お い て劇的に増加 し, 脱感作を
起 こす こ と なく長時間 に渡 っ て維持 さ れ る . こ の 結果, ブ ラジ




オ シ レ ー シ ョ ン)を γαぶで 形 質転換 し た 線椎芽細胞 に引き起 こ
･平成11年11月26日受付, 平成12年3月14日受理
Abbreviatio n s: F C S,f6talcalfs e ru m;G A P, G T Pas e activ atingpr otein; G F P,gr ee nflu o res centprotein;In s(1,4,5)
P3,in ositol l,4,5-trispho sphate;In s(1,3,4,5)P4,inositol l,3,4,5-tetrakispho sphate;S O S, S O n Ofs ev e nles s; 廿p,tr an Sie nt
r ec eptorpote n也al
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す 刷 . 細胞膜 Ca
2 十移行の 役割 に つ い て 同様 の 証拠 が 嘲 J で形
質転換 した細胞 でも報告 さ れ て い る
‥'2) 33)
･ ま た我 々 は D T細胞お
よ び NIH/3T3細胞の 粗膜分画でIn s(1,3,4,5)P4が 単
一 の 結合定
数を持 っ て 結合する こ と , そ して D T細胞 が G A P l
n lの R N Aを発
現する こ と を確認 した
34)
.
最近行わ れ た形態学的研究 にお い て, G A Pl
l P4 B P
は細胞膜表面
に位置 して お り, G A P l
m
は細胞質と核 の 周辺部分 にだけ存在 し





面で機能 して い る こ と を示唆 して い る . そ こ で G A Pl
I P4IiPと
Ca
2 十 調 節 機 構 の 関連 を検討 す る こ と に し た . と こ ろ が ,
GA Pl
tP4 B P
は ヒ トで は ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い た が マ ウ ス で はま だ
ク ロ ー ニ ン グさ れ て い な か っ た . そ こ で , すで に ク ロ ー ニ ン グ
され て い る G A P lフ ァ ミ リ
ー の 中で も マ ウ ス G A PIII がヒ ト
G A P l
Ⅲ l
'
と 高い 相同性 を示 した こ と か ら (ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で
86 %), 我々 は G A PIIIをG A Pl
lI
' 仰
の マ ウス 相 同遺伝子と仮定 し,
G A PIII と Ca
2 +調 節機構 と の 関 わりをマ ウ ス 線 維芽細胞 で検討
した .
本研究 で は , G A PIII が Ca
2 +流 入 に 関与す る と い う直接的な
証拠 を得 る た め に , D T細胞 に 内在す る GA Plの 発現を抑制す
る目 的で ア ン チ セ ン ス 法を用 い て検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ. 細 胞培養と遺伝子導入
親株マ ウ ス NI H/3 T3細胞, V -ki-r aS形質転換型N IH/3T 3細胞
(D T), そ して 遺伝子導入 D T細胞 は ダル ベ ッ コ 変法イ
ー グ ル 培
地(Dulbe c c o
'
s m odified Eagle
'
s m ediu m, D M E M, Gibco ,
Ro ckville, U S A) に 10 %牛胎児血清 (fetal c alfs e r u m, F C S,




G APIII(U 20238)の cD N A断片(ヌ ク レ オ チ ド1 696-2496)は 二 つ
の プ ラ イ マ ー (s en s e :5
'C G G G A T C C C G A G A A G G G
AC C C C A A G A G C A T A-3
'
,
a ntis e n s e :5
'
- G G A m C C A T G G G T
G G A G A T C T C A G A C T G C T G-3
,
) を利用 して R T-P C R法 で増帽 し
た. こ の P C R 生産物 は Ba mH I と Ec oRI制 限酵素 で消化 し ,
pBlu e s criptII KS(+) (Str atage n e, LaJolla, U S A)由来 の 2.9 k b
Ba mH I/Ec oRI断片と 接着 し て , こ れ を pBlu e- G A PIII と した.
こ の pBlu e- G A PIII を Ec oRI/NotI(ア ン チ セ ン ス 作成用) か
助 椚 EI/Ec om (セ ン ス 作成用)で制限酵素消化後, 図1 A で示す
G A PIIIの C末を コ ー ドす る 部位 を含 む cD N A断片 をpcD N A3
(In vitr oge n, Carlsbad, U S A)由来 の Ec oRI/NotIも しく は
βα別 H I/Ec o和 利限酵素 で消化した 5.4 k b断片 と そ れ ぞ れ 制限
酵素処 理 部位 が 等 し い も の 同士 で 接着 し , そ れ ぞ れ を
pcD N A3 GA PIIIA S(ア ン チ セ ン ス), PCD N A 3 G A PIIIS(セ ン ス)
と した (図1 A). 次に , こ れ らの 安定型発現株 を樹立す る ため ,
700FLg/mlの ジ ュ ネ テ ィ シ ン (Sigm a, St.Lo uis, U S A) を含 む培
地で培養 し た . 10-12 日後 , 十分隔離 さ れ た コ ロ ニ ー を単離 し
た.
Ⅰ . 共焦点像 と形態学的な解析
グ リ ー ン フ ル オ ロ セ ン ト プ ロ テ イ ン (gr e e nflu o r e s c e nt
pr otein , G FP)･ を N末 に配 した 融合タ ン パ ク 質と して 発現 させ
る た め に
,
二 つ の C 2 ドメ イ ン (1-250 ア ミノ 酸) を除く G A PIII
をコ ー ド して い る D N A断片(図1B)を理化学研究所の福 田光則
博士お よ び 東京大学医科学研究所 の 御子柴克彦教授 より分与 し
て い た だい た . そ れを pE G FP-Cl(Clo nte ch, P alo Alto, U S A) の
鞄JII/且co和 利 限酵素部位 へ 挿 入 した . 構築さ れ た プラ ス ミ ド
(pE G F PmJ3 G A PIII△ C 2) は , 硝子 カ バ ー ス リ ッ プ上 に培養し
て あ る D T細胞 に7) ボブ ェ ク ダ ミ ン (Gibc o) を使 っ て 一 過性 に
導入 した . 導入三 日 後, 細胞を ア ル ゴ ンイ オ ン レ ー ザ ー を搭
載 し た 共焦点顕微鏡 (Carl Zeis s, CLS M-41 0, Es slinge n,
Ger m any)を用 い て 解析 した. G FP蛍光像は , 励超波長4 88n m
及び , 長波 長透過 レ ー ザ ー 選択 フ ィ ル タ ー 5 15n mを利用 して
採取 し, デ ジ タ ル デ ー タ と して コ ン ピ ュ ー タ に保存 した . 25
c m
2の プ ラ ス チ ッ ク 製の 皿 に培養 した D Tも しくは D T GIIIA S 16
細胞 の 位相差像を通常の 顕微鏡を利用 して得 た.
Ⅱ . R N Aプロ ッ トハ イ プリ グイ ゼ ー シ ョ ン解析
遺伝子導入 , 非導入 DT細胞か らの 全RNA調製は 以 前と 同様
の 方法を利用 した34). 全R N A(15/ノg) は , 1 % ア ガロ
ー ス フ ォ
ル ム ア ミ ドゲ ル で 分社 し, ゼ ー タ プ ロ ー ブ ナ イ ロ ン 膜 (Bio-
Rad, Ne wYo rk, U S A) に電気泳動的 に転写 した . ア ン チ セ ン ス
法で 利用 し た cD N A断片を=一2p で ラン ダ ム プ ライ マ ー 法 を 用い
て 標識 しG A PIIIプロ ー ブ と し た. ま た 別 に , 1 8sリ ボ ソ ー ム
R N A(ribo so m al R N A, rR N A)の プ ロ ー ブ と して , オ リ ゴ ヌ ク レ
オチ ドを合成 し, [γ -
3刊 A T P で℃ ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ
を利用 し て標識 し た. R N A が添付され た膜 は, 18s rR N Aの 直
上 で 切断 した. 18s rR N A が添付 され て い る膜 は18sリ ボ ソ ー ム
の プ ロ ー ブと , G A PIII が添付 され て い る膜 は G A Pl に対す るブ
ロ ー プと それ ぞ れ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . 膜は 0.1
Ⅹ SS C で50℃, 20分 , 二 回洗浄 し, Fuji B A S lOOO イメ ー ジ プ
レ ー ト(富士フ イ ル ム , 東京) に 一 日感光 した .
Ⅳ. Ra s- G T Pa s e活性の測定
Ra sへ の GT P結合お よ び G T Pas e活性 の 測定は Gibbs ら
こ一5)の
方法 に従 っ て行 われ た . 0.5 m M Ha-Ras(Sigma)を 0.5 m M[α 一
33P]G TP(3000 Ci/m m ol; DuPo ntN E N)とL溶液[100mM リン
酸績衝液 bH 6.8),0.5m M E D T A, 0.5 m g/ml牛血 清 ア ル ブ ミ ン,
0.5 mM ジチ オ トレイ ト ー ル(dith iothreitol, DTT)] 中で30 ℃,
15 分 反応 さ せ た . 非結合の [α - 3=刊 GT P はマ イ ク ロ コ ン 10
(M illipor e, Bedford, U S A) で 除去 した . 【α -
33p]G T P結合型 Ra s
は タ ン パ ク 質量4 50FLgの D Tも しく は D T GIIIA S-16細胞の 粗
抽出液と 100〃1の 容積中 で反応 させ た ･ 反応 は10倍容量の 水
冷 したS 溶液(20mM Tris【pH 8.0】,100m M NaCl,5 mM CaC12,
2 m M D T T)を加え て停止さ せ た . こ の 停止液中 に は抗 ラ ス 抗
体 Ⅳ13-2 59, On c oge n eScie n c e, Unio ndale, US A)を結合し た プ
ロ テ イ ン G- セ フ ァ ロ ー ス レ ジ ン (Am er sha mP har m aCia Biotech
A B, Up ps ala, Sw eden) を含ん で い た . 4℃で 40分間転倒混和さ
せ た後, そ の レ ジ ン を 水冷 した W 溶液[s溶液 に0.5 %ノ ニ デ
ッ トP-40(ナ カ ライ テ ス ク株式会社, 京都) を加えた溶液] で4
回洗浄 し た. レ ジ ン か ら ヌ ク レ オチ ド を遊離する た め に E溶液
(10m M E D T A, 0.5 % S D S) 中で70 ℃, 5分加熱 した . そ の 上 澄
を薄層ク ロ マ ト グラ フ ィ ー 用 プ レ ー ト上 で 1 M K 軋P O｡の 泳動
溶液中, 2時間展開 した. そ の プレ ー トをFuji B AS lOOO イメ
ー
ジ プ レ ー ト (富士 フ イ ル ム) に感光 し, G T P と G D P量をNI H イ
メ ー ジ を用い て 定量的に解析 した .




培養 皿 は カ バ ー ガラ ス (40× 50m m, Nolthickne ss, マ ツ ナ ミ)
の 上 に, 内径19m m , 外径2 5m mの シリ コ ン チ ュ ー ブを7 m m
に切断 して , こ れ を市販 の シリ コ ン 充填剤で接着させ る こ とで
自家作製 した . 充分 に乾燥 させ て か ら , こ の 中をF CSを含む培




cells/m m2 に な る よ う に加え , 翌日 実験を行 っ た . 細胞 を
D M EM で1回洗浄 し, 5 m M fur a-2 アセ トキ シ メ チ ル エ ス テ ル
伽 rar2 ac eto xym ethyl e ste r, fura-2A M, 同仁 , 東京)を含む1 %
F C S/D M E M に変換 し3 7℃, 45分 間C O2イ ン キ エ ペ 一 夕 ー 中 に
放置 した . ブ ラ ジ キ ニ ン は マ イク ロ ピペ ッ トに よ っ て 記録溶液
へ 直接滴 下 した . イ ノ シ ト ー ル ポ リ リ ン 酸は パ ッ チ 電極を通 し
て 自然拡散的 に細胞内 へ 導入 した . 上記 の 培養皿 と3 M K Clを
満た した容器 とを寒天 ブリ ッ ジ にて 電気的 に架橋 した . さ ら に
記録溶液中に置い た 銀 一 塩化銀電極を介 して 下記 の 増幅掛 こ接
続 した . 記録溶液 の 温度を 一 定 に保 つ た め に, 上 記 の 皿 を乗せ
た顕微鏡台 下 に 電熱線を敷き巡 ら し, 直 流電源 (P S-41 ⅩM,
Daiw勘 大阪)を介 して 保温 した . 温度感知性プ ロ
ー ブ (51,
日機装 ワイ エ ス ア イ株式会社 , 東 京) と温度感知器 ⅣSI72 A,
日機装 ワ イ エ ス アイ株式会社)を利周 し て記録溶液中の 温度を
33～ 3 5℃に 保持 し た . 実験台 の 周辺を金網張り の 衝立で遮り,
こ れ を接地 した . さ ら に交流雑音の 原因となりうる測定周辺機
捌 実験台, 倒 立顕微鏡 (オリ ン パ ス , 束京), オ シ ロ ス コ ー プ
(V 212, V C-6020, 日立, 東京), 刺激発生装置(D P S-165B, Dia
M edic al Syste m , 束京), マ イ ク ロ マ ニ ュ ビ レ
ー タ ー (Leitz,




膜電位を固定 し た状態 で の 細胞 内Ca
2 +浪 度 の 変 化 お よ び
M n2 十流入 の 測定 に は fur a-2 に対応の 倒立型落射顕微鏡 (I M T 2,
オ リ ン パ ス) を用 い た . 接 眼 レ ン ズ に15敵 対物 レ ン ズ に20倍
を用 い , 中間変倍率を1.5倍 とした結果, 450倍 で 透過観察を行
っ た . Ca
2 +測定装置 に は, フ ォ ト マ ル を用い た ス ポ ッ ト測光装
置(O S F 3, オ リ ン パ ス)を用い た .
単 一 細胞 内の Ca2 十濃度測定で 乱打む2 に よ る2波長励起/1波長
(510n m)測光を行 っ た . 波長340 n mで 励起 した 時 に発生する
蛍光 は細胞内Ca2 十濃 度増加 に従 い 増大 し, 3 80n m で は逆 に 減
少す る. Ca2
十
流人 を測定する際に は , 340n mお よび 380n mの
フ ィ ル タ ー を励 起装置 に設置 し, こ の 蛍光強度比(Ⅰ34 0n m/Ⅰ
380nln)を測定 し, 細胞内Ca2 十濃度を二 つ の 蛍光強度 か ら算出
した .
また10～ 20個の 細胞内Ca2 十浪度の変化をArgu s-50/C A(浜
フ ォ ト ニ ク ス , 静 岡) にて 解析 した . 蛍光 は34 0n m と38 0n m
の フ ィ ル タ ー が 連続的 に交換可能 な装置 お よ び ビ デ オ カメ ラ
(m ode12400-08, 浜松 フ ォ ト ニ ク ス) を用 い て解析を行 っ た .
この 二 つ の 蛍光強度 q 340n m/I 380n m) に 対する比率をCa
2 +
濃度 の 変化 と し た . こ の 方法 は主 に細胞株を樹立す る た め に実
験初期 に用い た .
ⅤⅠ. 膜電位固定
餌r a-2を加え た細胞で の パ ッ チ 膜電位固定は , ホ ー ル セ ル バ
ッ チ ク ラ ン プ法で 行 っ た . 細胞 は35℃ に保温 して ある Ca
2+溶
液 [2 m M CaC12, 100m M 塩化 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム , 5
m M CsCl, 1 m M MgC12, 2 5m M グル コ
ー ス , 25m M H E P E S
bH 7.3), 0.1〃M テ トロ ドトキ シ ン1 で 海流 し た ■ 2段 ブ ラ
ー
で 引 い て作製 し パ ッ チ 電極(G.1.5, 成茂, 東京) は記録溶液
【150m M CsCl, 1 m M MgC12, 1 m M Na2A T P, 0.1 m M fura-2, 10
m M H E P E S(pH 7.2)】で 充た されて お り, 電極の D C抵抗 は こ
の 記録液で充 たす こ と に よ り8-16 M 凸 に維持さ れ た . 細 胞内
Ca汁 液度 が80-1 00IIM と なる細胞を実験 に採用した . 電極が 細
胞表面 と密着した状態 で‡ 電極側か ら 陰庄をかけて吸引す る と,
橋
この 間 にギ ガ シ ー ル が形 成さ れ る . さ ら に吸引す る こ と で細胞
膜が破 れ ホ ー ル セ ル と なる . 細胞 は 単 一 電 極 の 膜 電位固定増
幅器(Ax o cla mp2 A, Ax o nIn stru m e ntS,Fo ste rCity, US A)を利用
し て膜電位を固定 した.
成 績
I. ア ン チ セ ン ス D N Aを導入 した D T細胞 に お け る G AP III
発現 の減少
G A PIIIを ア ン チ セ ン ス (pcD N A 3 G A PIIIA S)お よ び セ ン ス
(pcD N A 3 G A PIIIS)方向 に哺乳動物細胞発現用 ベ ク タ
ー に組み
込ん だ D N A, そ して発現 ベ ク タ
ー bcD N A 3)を導入 した D T細
胞 の そ れ ぞ れ か ら 15, 5, 3個 の コ ロ ニ ー を得 た . それ ら の 細
胞 にお い て ,
32p で標識 し た cD N Aプロ ー ブ を用い た ノ ー ザ ン プ
ロ ッ ト法 で G A PIIIの R N A含有量を評価 し た . R N A定量の 内部
コ ント ロ ー ル と して18s rR N Aを用い , これ に対す る相対値で転
写産物 の 比較を行 っ た (図2A). G A PIIIの ア ン チ セ ン ス D N A を
導入 した D T細胞 か ら, 4.2 kbの G A PIII転写産物 が野性型と比
m ou 台8 G A P =
m o u s8 G A P ‖
G F P･ C I G A P 川AC 2 N ムーC 2･G A P 川
2 51
Fig. 1･ Co n str u ctio n ofpla s midve ctors u sed in a n a ntis e n se
strateg ya nd a chim e r a ofgr e e n u o r e s c entpr otein (G F P)
fus ed G A PIII. (A) M o u s eG APIII is c o n stru cted with 4
m odule s,in cludingC 2 A, C2 B, G RD(G T Pas e r elated do m ain),
a nd P H(ple ckstrin ho m olog y)∵ m e n o n- C O n S e rV ed C-te r minal
r egio n of m o u se G A PIIIw a s s ubclo n ed into pcD NA 3
c o ntaining a n eo mycl n r e Sista nt ge n e at a n a ntise n s e
o rie ntation (pcD N A 3 G A PIIIA S) o r a s e n s e o rie ntatio n
(pcD N A 3 G APIIIS). D Tc ells w e r etra n sfe cted with e a ch
plas mid,follo wing which n e o mycln
- r e Sista nt clo n es w e re
s elected. In the clo n e stra n sfe cted with pcD NA3 GA PII 仏S,
antis e n s eG A PIII R N A, Ⅴ血ich istra n s cri bed11 nder c ontrolofa
C M V(cyto m egalo vir u s) pr o m ote r, trie占 to pr e v e nt
e ndoge n o u sG A PIIIe xpre s sio n. (B) M ou s eG A PIII(a mino
a cids 25 1-83 4) e x cluding C2 do m ain s w a s e xpr e s s ed asa
fusio nto the N⊥te r minu s ofGF P-CI G A PIII△ C2.
受容体作働性 Ca2
+





















Fig. 2. Redu ced e xpr e s sio n of the G A PIIItr a n scripts and
GT Pa se activityin antis e n s e
-tr anSfbcted D Tcells. 仏)T btal
R N Aprepa red h
･
O m D To rD T GIIIA S･16c ells w a s separ atedo n
a l % aga r o s e-fo r m aldehyde gel a nd tr a n sfe r r ed to a
m e mbraJl e.
′
m e sa m e m e mbr an eW aS u Sed forhybri diz ato n
with
32
pJlabeled G A PIII(up pe r) and 18s(lo w er)probe s. (B)
【α -
33
p] G TP labeled Ha-Ras wasim m u n opr e cipitated, mix ed
With DT and D T GIIIA S-16c ell ho m oge n ate s. m a se a ssay
W aS StOpPed by ad d ingS bu 飽r at Oand 2min. Rele a sed【α -
33P] G T Pw a sde v eloped o n aC M-S epha r o seT L C in l M
K H2P O. for2 hr. Ratio of G D Pov e rG T P is plotted. Ea ch
point sho w sthe 夏
■
fr o m1 2c ells; Ba r s, S E;Signific a ntly
di飴re nt 血
･
O mValu e satGD P/G T Pr atio of 2m in in D T GII
16c ells, * *p<0.05.
GF P-GA P ‖AC2
較して 63 %± 2 %厚 ± S E M,n = 3)まで減少した ク ロ ー ン が 一
つ 得 ら れ た . セ ン ス D N A(D T GIIIS-2) お よ び ベ ク タ ー
(D T D N A-3)を導入する こ と で得ら れ た ク ロ ー ン の G A PI I転写
産物 は野性型 D T細胞 と同 じ レベ ル を示 した .
ア ン チ セ ン ス 導 入株 と野性塑 D T細胞 における Rasに対す る
GTPa s e活性を【a -
3 3
p】G TPを用 い て 測定 した . ア ンチ セ ン ス
導 入株 の Ra s･G T Pas e活性は , 野性塑 D T細胞と比較 して18.3士
2
.
1% (n = 12)抑制 された (図2 B, p< 0.05). G APIIIの R N A レ
ベ ル の 減少 と対比す る と, Ra s-GTPa s e活性 の 抑制 は充分で な
い と考えられ る. こ れ は G A PIII以外の G A P が存在 して い る か,
も しく は D T細胞中 の Ra sが 抗 G T Pase活性を示す ため に Ra s-
G T Pa se活性が 過小評価 されて い る可能性が考えら れる .
次 に, G FP と融合させ た キ メ ラ G A PIII(G F P-G A PIII) を作成
し(園1 B), こ れを用 い て D T細胞 にお け る G A PlII の細胞内分
布を調 べ る こ と に した . 図3 A に示 され るよ う に, G F P-G A PIII
の 蛍 光 は細胞表面 に分布し環状を呈 して い た . D T細 胞で は
GA PIII は細胞膜表面 に主に存在す る こと が確認できた.
位相差顕微鏡を用 い て野性株 とア ン チ セ ン ス 導入株 の 間の 形
態学的な違 い を観察 した . D T細胞 は両極 に拡が る二 つ の 経 い
突 起持 っ た 紡 錘型 を 呈 し た (囲 3 B- a). こ れ に 対 し て ,
D T GIIIA S-16細胞で は三 本以上 の 突起を有し, 強く培養皿 に 付
着 し, 親型 の NI H/3T 3細胞と相似な形態を呈 して い た (園3B-
b). 細胞が より密集した場所で は D T細胞 は細胞 の集積 した フ
ォ ー カ ス を形成 し た. 一 方 , D T GIIIA S･16細胞で は フ ォ ー カ ス
は確認されなか っ た . こ の よう にD T GIIu ふ16細胞 に導入 され
た ア ン チ セ ン ス G A PIIl は D T細胞の 持 つ 線 維芽細胞と して特有
の形態 か ら より正常な線維芽細胞 へ と回復させ た可能性 が考 え
られ た . さ ら に, ア ン チ セ ン ス 導入株で は 増殖率 が幾分減少 し
た (集団倍加率 , D TGII 仏S16細胞 : 16.5時間(n = 2), 野性塑
DTG ‖A S-16
Fig. 3. Visualiz atio n ofgre e nflu ore sc e ntprotein (G FP)in D Tc ells and m orphologicalc o mpariso nbetw e e nD Tand D T GII n S
-16c e11s･
(朗D Tc ells w e retr an Sientlytr an Sfe ctedwith G A PIIIm uta ntcD N As. At72 hraftertr an Sftctio n,C O nfbcalmicr o sc opical im ages sho wtw o
exa mple ofexpre sio n of G FP
-G A PIII△ C 2. (B)Phasec o ntr astim age s are sho winga s repre se nta伽 e single D T(a)a nd D T GII 仏S-16(b)
Ce11.
148
D T細胞 : 14.2時間(n = = 2)).
Ⅰ . G A PIII発現 の減少 がブラジキニ ン誘発性 Ca
2 +オ シ レ ー
ショ ン に及ぼす影響
我 々 は, G APIIIの 発現抑制が細胞 の Ca
2+ 濃度や Ca2
十 オ シ レ
ー シ ョ ン に ど の よ う に影響をお よ ぼ すか を調 べ た . 血r a-2 で蘭
処理 し てあ る野性株, ベ ク タ ー 尊入札 ア ン チ セ ン ス 導入株 の
刺激前 の 細胞内Ca
2 + 濃度 (60～ 70nM) は , 対照の NI H/ m 細
胞の持 つ Caい 濃度と 同 じで あっ た. ブ ラ ジキ ニ ン の 投与 は マ イ
ク ロ ピ ペ ッ トで行 い , 1 mlの 記録溶液 に10/ノM の ブ ラ ジ キニ
ン を25〃l添加 して最終濃度が250nM にな る よう に した ･ その
直後に 一 過性 の細胞内Ca
2+
上 昇がす べ て の細胞株で認識 され た
(囲4). こ れ は , Ca
2 十 貯蔵庫 か ら のIn s(1,4,5)P｡ 依 存的 な Ca
2 十
放 出と考え られ る . D T GII 仏 S 16維胞に お ける こ の 最初 の 細胞
内Ca2
+
上 昇 の 最高値 は他 の 四 つ の 細 胞 と比較して差 がなか っ
た . こ れ はIn s(1,4,5)P｡依存的で細胞内Ca2
+
上 昇を誘起する よ
うなブ ラ ジキ ニ ン 受容体の発現や そ の 下流 に ある信号伝達系が
遺伝子導入 によ っ て 影響 され なか っ た こ とを示 して い る ･




オ シ レ ー シ ョ ン) を
示す よう な表現塑 は細胞の種類 に特異的であっ た . 25 0IIM の
ブ ラ ジキ ニ ン に よ り誘発 さ れ た Ca2
十
オ シ レ ー シ ョ ン はす べ て の
野性型 D T刑包(n = 28) で観察され た. 以 前の 報告
6)と 同様に ,
そ の Ca
2 十 オ シ レ ー シ ョ ン は 30分 に5 ､ 10回連続 した . 同様 の
D TGtllA S･1 6
M H/3 T3
0 20 仙○ 古○¢ 800 1 00 01 200 1400 16叩 1800 20QO
Tim e(S e C)
Fig･ 4. Br adykinin -indu c ed cha nges in cytos olic Ca
2 +
co n c e ntratio n sin pa rentalNI H/3T 3c e11s, ra S-tra nSfo r m ed
NI H/3 T き(D T)c ells, and v ario u sbTPeS Of D TcdlstranSf 由ted
widl G A PIII- related D N As.
r
rhe se cdls w e reprelo aded with
fur a-2 A M. Flu ore scen c e cha nges w er e m e asu redasdescribed
u nder Experim e ntal Procedu res. 2 5FLlof lO/LM bradykinin
(finalco n c e ntration 250nM)w as added atdashed lin esin a
DT cell(a), a m OCk-tr an S良cted cell(D T D N A3-1, b), a G A PIII-
s e n s etra n sfe cted cell(D T GIIIS-2, C), a G A PIII-a ntise n s e




オ シ レ ー シ ョ ン は , ベ ク タ
ー 導 入株 (園4b) や セ ン ス 導入
株(図4c)で も確認 され , オ シ レ ー シ ョ ン の 平均頻度は ベ ク タ ー
導 入株 で 0.1 66 ± 0. 06回/ 分(n = 12), セ ン ス 導 入 株 で は
0 ユ28± 0.00 6回/分(n = 12)で あ っ た .
これ に対 して , D T GII 仏 S 16細胞で は86偶の 細胞す べ て に お
い て ブ ラ ジ キ ニ ン 誘 発性 の Ca
2 十 オ シ レ ー シ ョ ン は 観察さ れず
.1 00mV
Me mbra n epote ntlaJ(mV)
Fig. 5. E 飴ctofv ario u shold ing m e mbr anepOte ntials o nba sal
【Ca2
+
]i and av e rage[Ca
2 十
】iatv ario u s m e mbran epOtentials in
wild type a nd G A PIII
-a ntisen s etra nsfected D Tc ells u nder
volta 紆 Clamp C O nditon s･ A and B, Up pe rtr a c e s ofe a ch s etof
re co rds sho wthe tim e c o u r s e ofthe membra ne pote ntial.
Low e rtrac es sho wthe 且u o r esc e n ce r atiofbr【C A
2 +】iin D T仏)
or D T G IIIA S- 16(B) c ells mea s u r ed in the pres e n c e of
extr a c ellula r2 50nM br adykinin . (C)T he [Ca
2 +】i w as
deter min ed ata mo s tst曲Iepointfo r e a ch voltage steps(abo ut
2 min afte rstepping v oltage). T he [Ca
2 '】i lev el at v a riou s
pot enti alsis expre sed as the perce nt ofvalu e at + 20mV･
【Ca2
+
】iin wild type and D T GII n S-16c ells s也mulated with(○)
or wi tho ut(▲)250nM brady妃nin . Ea chpointsho w sthe宮
仕o m lOc e11s; BarS, S E;Signi丘c anuydifferentfro m valu e s at





受容体作働性Ca2 十流 入 へ の G A PIIIの 関与 14 9
(園4d), 親株で ある N I Ⅲ/3T 3細胞 と同 じ反応様式 を宣 して い
た (図4e). こ れ ら の 結果 は, G A PIII が受容体作動薬誘発性お
よ びセ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー 依存 的なCa2 +流 入に より直接的 に
関与して い る こ と を示唆 して い る ･
Ⅱ . G A P III発現の減少 がブラ ジ キ ニ ン 誘発性 の細胞内Ca
2 +
上昇に 及ぼす影響
我々 は細胞膜を過分極側にする こ と で細胞内Ca
2+が上 昇す る
こ と (Ca
2 +流入 の 駆動力が増加す る こ と に よ る)を線維芽細胞
にお い て確認 した
6)
. こ の よ うな過分極性 の Ca
2 +流人 は親株 で
あ る N I H/3 T 3細胞 で は 観察 さ れ ず, γαざ で 形質転換 し た
NIH/3 T3細胞 で は顕著 に増加 した . こ の 観察結果は本研究 でも
再現でき た. 250nM の ブ ラ ジ キ ニ ン 存在下で様々 な固定膜電
位にお け る細胞内 Ca
2 十



































Me mbra n epote ntiaI(m V)
Fig.6. E ffe ct of intracellular ap plic atio n of In s(1,3,4,5)P4 0 n
Change Sin [Ca
2 ']iatv ario u sholding m e mbra n epote ntialsin
C O ntr OI D Tand D T GIII A S-1 6c ells u nde r v oltage cla mp
C O ndition s. (朗Uppe rtra c e s ofeよch s etofr e c o rdsindicate s
the tim e c o u rs e of the v oltage. Lo w e r, Cha nge sin [Ca
2 +】i
w er e r e c orded in aD T(わo r aD T GIIIA S-16(b)c ell wi th the
patch pipette s丘1led with 10iLM In s(1,3,4, 5)P4 S Olution･ In s
(1, 3, 4, 5) P4 W aSlo aded into c ells by diffusio nfro mthe
pipette s afte rb
'
re akingthe m e mbr an e at l)O ut2 min 丘
･
O m the
leftofe achtra c e. (B)T hedatais expres sed as ape rc e ntage of
the【Ca
2 +
]ile v elat +20mV. In s(1,3,4,5)P4indu ced changeS
in [Ca2 +]i in D T(幽) o rD T GIIIA S 16(□) c ells. Ea ch v alu e
r epre se nts the m e an Of 5cells. Bar S, E;Signi丘c a ntlydi 鮎r ent






下 の 過分極性電位を与える と野性型株 D T細胞 で は細胞内Ca2 十
濃度 が 有意 に上 昇 し た (p < 0.05, p < 0.01; 図5 A, C). 一 方 ,
D T GIIIA S-16細胞で は - 801nV に固定 した 時で さえ明確な上昇
は確認 さ れな か っ た (図 5 B, C). ブ ラ ジ キ ニ ン 非存在下で は,
D T GIIIA S-16細胞の 細胞内Ca2 +濃度 は 過分極性 に膜電位を固定
しても ほと ん ど上昇 しなか っ た . この 反応は , ブ ラ ジ キ ニ ン刺
激をしない 野性型 D T細胞と同 じで あっ た .
肌 G A P IIIノ ッ ク ダウ ン 細胞に お け るIn s(1,3,4,5)P｡ で
誘発され る細胞内Ca2 +濃度の 変化
我 々 は以前, 細 胞外 ブ ラ ジキ ニ ン 存在下で膜電位を過分極 に
固定す ると 細胞内Ca2
+
過度の上 昇が起きる こ とを観察 し, 同様
の Ca2
十 上昇がIn s(1,4,5)P,で はなくIn s(1,3,4,5)P^ の 細胞内注
入 に よ っ て 起 こ る こ と を報告し た
6)
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Fig.8. M odelsfo rbradykinin-r e CeptO rOPerateda nd In s(1,3,4,5)P｡-in v oIv ed Ca
2+influ xin wi 1d-ty Pe and G A P l kn o ckdo w nD Tc ells･(却
Extra cellulary appliedbradykinin stim ulate sB2 bradykinin r e cepto rs(B 2), r e Sultsin In s(1,4,5)P3fo r m atio n(In sP3)･ In s(1,3,4,5)P4
(hsP｡)is c o n v e rt d fro mIn s(1,4,5)P3 a nd bindsto G A PIII(G A Pl). Onthe othe rha nd, O n C Oge nic Ra s(& Ra s)is als o a ctiv ated after
br adykinin stim ulatio n, Who sepathw ayis o mitted fro m 也is s che m e. T he n, m Ole cula rinte r a ctio nbetw e en GA PIwith In s(1,3,4,5)Pl and
Ra s m ayle adto ope nputativ eCa
2十influ x chan n els(pair ed open cir cle s). This Ca
2 +
in丑u xisla rge r and maintain ed lo nge r, Which m ay
trigge rCa
2+
o s cillatio n s viaCa
2 +
indu c ed Ca
2 +
r ele a s e m e cha nis min wi1dtype ra s-tr an Sform edN IH/3 T3 丘br obla st cells･ (B)In c o ntr ast,
tr an sie ctio n of G A PIIIa ntise n seD N Asup pre s s e xpr e ssio n of G A PIII(c ro s sed out). As a c o ns equ e n c e,in G A PIII kno ck do w n c ells(B),
Ca2
+
inf hxisinhibitedwhich failstoindu c eCa
2 +
o scillatio n.
G A PIIIノ ッ ク ダ ウ ン 細胞 で試み た. 10/∠M In s(1,3,4,5)P.を パ
ッ チ電極か ら加え た野性型D T細胞 と セ ン ス 導 入株で は細胞内
Ca
2 +濃度 の 上 昇が 細胞膜電位を過分極側 に固定す る こ と で 観察
さ れ た (図6 A- a). 一 方 , D T GIIIA S-1 6細胞内 にIns (1,3,4,5)P｡
を注入 する と膜電位を過分極側 に固定 した場合で さえも細胞内
Ca
2 十濃度 に は ほ と ん ど影響を示さなか っ た (圃6Arb). 膜電位 +
20m Vを基底備に とり - 80m Vの 細胞内 Ca2 +濃 度 の 上 昇を百分
率 で表すと, 野性型 D T細胞 で は 365士 35 %(n = 5) の 上 昇率
を示し, ア ン チ セ ン ス 導 入株で は111.8± 31.3 %(n = 5) の 上 昇
率を示 し た ( 図6 B). ま た , こ の 差 は統計的 に有意 で あっ た
ゎ< 0.01).
V . G A PIIIノ ッ ク ダウ ン 細胞に お ける Ca2 十流入の 減少
ブ ラ ジ キ ニ ン やIn s(1,3,4,5)P4で 引 き起 こ さ れ る 過分極性 の
細胞内 Ca2 +上 昇 は 細胞外 の Ca
2+
が 非 存在下 の 場 合 は誘起 さ れ
な い こ と か ら
6)
,
こ の 反応 が細胞膜を介 し た Ca2 +流入 で ある こ
とを示 し て い る . さ ら に, Ca2 +分 子の 流入を M n2 十ク エ ン チ で
確認 し た. M n2 +ク エ ン チ は , Mn2 十分子が 細胞内に 入 り込 む際
にCa
2+流入 チ ャ ン ネル を共有する こ とを利用 して い る . 我々 は
以前, 2 50nM の ブ ラ ジ キ ニ ン で作 用させ た野性型 D T細胞に お
い て0.25m M Mn2
+
添加後 , 細胞膜を過分極にす る こ とに よ っ
て 蛍光強度 が減少す る こ とを確認 した
7)
. た だ し, こ の 減少 は
プ ラ ジ キ ニ ン を作用させ ない 場合 と比較 して有意差 は認め られ
なか っ た.
同じよ うな Mn2 十ク エ ン チ ン グの 増強 は野性型 D T細胞 にIn s
(1,3,4,5)P｡を細胞内注入す る ニー とで 引き起 こ さ れ た(図7 A･も,
B). この よ うなIn s(1,3,4,5)P4の 細胞内注 入 に よ る M n
2十 ク エ ン
テ ン グの 増加 は D T GIIIA S-16細胞で は 認め ら れ なか っ た(図7A-
b
,
B). こ れ に 対 してIn s(1,4,5)P:iの 細胞 内注 入 によ る 蛍光の 減
少 は野性型 D T細胞 ヤ ア ン チ セ ン ス 導入 株細胞 で は観察 さ れな
か っ た (囲7A･a, B).
考 察
本研究 で , γαぶ で 形 質転換 し た NI H/3 T 3細胞 に内在す る
G A PIIIを ア ン チ セ ン ス 法に よ っ て 発現 レ ベ ル を抑え る こ と に成
功 し, こ の こ と が 結果的に ブ ラ ジキ ニ ン 刺激 に よ る Ca
2 十 オ シ レ
ー シ ョ ン を阻害する こ と を示 し た. こ の Ca2
1~オ シ レ ー シ ョ ン は
Ca
2 + 流 入 に よ っ て 維 持 さ れ る と い う報告 が あ る
i`)7)
. さ ら に
G A PIII をノ ッ ク ダ ウ ン する こ と で ブ ラ ジ キ ニ ン やIn s(1,3,4,5)
P4 に よ っ て引 き起 こ さ れ る 細胞内Ca
2 十
濃度の 上 昇を抑制できる
と期待 し, 予想通り の 結果を得 た . Ca
2十 分子 と 同 じCa2 十 チ ャ ン
ネル を介 して 流入 す る M n
2 十
に よ る蛍光減少 を Ca2 十 流人 の 指標
と して観察 し, G A P HIノ ッ ク ダ ウ ン細胞で こ の 蛍光減少 が抑制
さ れ る こ と が 示 さ れ た . こ れ ら の 結 果 は GA P lフ ァ ミ リ ー が
In s(1,3,4,5)P｡受容体 と してIn s(1,3,4,5)P4依存的で , か つ 受容
体作動薬誘発性 の Ca
2 +流入 に 関与 して い る と考えら れ る . 今回
の 結果 は , GAP王ⅠⅠが 非容量性 Ca
2+流入 で 重要な役割を して い
ると い う初め て の 分子的な証拠 である.
本研究 で D T細胞と ア ン チ セ ン ス 導入株 と の 形態学的な遠い
を観察 した . Ra s- G A P は Ra sの 負制御因子 として働 い て い る に
も関わらず , G A Pをノ ッ ク ダ ウ ン した D T細胞 で は健常な線維
芽細胞 の表現型を示 し, 決 して癌化 が進行 した様相は認め ら れ
なか っ た . D T細胞 に 内在す る G A PII の ノ ッ ク ダ ウ ン は 皮膚癌
受容体作働性 Ca2
十
流人 へ の G AⅢⅠⅠの 関与
の 状態 か ら 親株で ある N I H/3 T 3細胞梯 の 表現型 へ 回帰 し た よ
う に見受けら れ た . こ れ ら の 結果 は , Ra s-G A P が Ca
2 十
流入 を調
節する こ と で癌化棟 の 形質転換 に正 に貢献 して い る こと を示唆
するもの で あり , G A P は抗癌剤 の新 し い 標 的と なり得る可能性
が考えら れ る .
マ ウ ス 線維芽細胞 に G A PIII と G A P lm の 両方が 存在 して い る
こ とを核酸 レ ベ ル で 確認 した が , 予備実験 と して作製 した抗体
の 力価 が低い た め 内在性 の G A PII を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで は
確認できなか っ た . こ れ は D T細胞 に内在する G A PIII タン パ ク
質の量が少 ない こ と を示 し て い る. ア ン チ セ ン ス の 効果を, タ
ン パ ク 質 レ ベ ル で 評価す る た め に G T Pa s eの 活性債 を比較する
こ と に した . G T Pa s e活性を測定 した結果 , ア ン チ セ ン ス の 効
果は R N A レベ ル の 減少具合 と比較 して 少 な か っ た . こ れは ,
ア ン チ セ ン ス が 末作用 の G A P が機能を補償 し た結果で はな い
かと考えら れ る . また , こ の G T Pa s e活性 は 内在す る G APの 総
和に よ る もの で あり , 決 して単 ｢ 分子 だ けの 宿性を示すもの で
はな い . D T GIILAS-16細胞 に は G A Pフ ァ ミリ ー 間で 相同性 が低
い C末端部位 を ア ン チ セ ン ス と して導入 した . した が っ て , こ
の 細胞 の G T Pase活性の 減少は G A PIII の発現を特異的 に抑制 し
た結果 である と考えら れ る . さ ら に 我々 は 予備的実験で定量的
PC R法を行う こ と で D T細胞内 の G A PIII と G A P lm の R N A量を
定量 した . そ の 結果, G A PIII と G A Plm の R N A量 は1:2 であ っ
た . 以上 の 結果 か ら , ア ン チ セ ン ス に よ る G T Pa se活性 の 減少
は適量である と考えら れ る .
我々 は , マ ウ ス の G A Pl
I-'㈹ 王l
がま だ単離 さ れ て い な と い う理由
か ら, マ ウ ス で す で に単離 さ れ て い る G APIIIを本研究 に利用
した . マ ウ ス G APIII はヒ ト の G A PI
J P4 B Pと ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で
86 %の 相同性を示 して い る18). こ の こ と は G A PIII が G A P l一一
'
4B P
の マ ウス 相同遺伝子である と予想され る . G A PIII が細胞表面膜
に存在 して い る とい う本研究の 結果は G A P lIP4BI
ユ
と 同様 の 結果で
あり25), この 二 つ の タ ン パ ク質 が機能的 に相似であ る こ と を示
して い る. 一 方 , G A Pl
ロl
は細胞質内に だ け存在 して い る と報告
さ れ た が
25】
, 上 皮性成長因子の 刺激 に よ っ て G A Pl
m
が細胞膜 へ
と 移行 し フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 3,4,5 三 リン 酸 に結合
する事実も報告 さ れ て い る3` ;) . ま た , G A P lm は三 量体型G タ ン
パ ク の α サ ブ ユ ニ ッ ト で ある Gα 12と 結合 し, こ れ が G APln lを活
性化す るとい う事実も幸艮告さ れ:!7), G A Plm も G A P ITI 棚 Pと 同様 に
細胞表面膜 に存在す る こ と は 否め な い . G A P l- nが G ｡ 1 2とP H ド
メ イ ン を 介 し て 結合す る と い う 最近 の 知見:-5jを跨 まえ る と ,
G A P lIP 岨
'
だ けで な く G A PIII や G A P ln も細 胞膜表面 で機能 して
い る 可 能性が考えら れ る . こ れ ら の 形態学的, 生 化学的 な研
究29)3乃38)は細胞膜表面 で G A Plフ ァ ミ リ ー が 機能 して い る こ と を
示唆 して い る .
我々 は 以前, フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ C に結合す る ブラ ジキ ニ ン
受容体 の 下 流 に あ る テ ロ シ ン リ ン 酸 化酵素 の 活性化 とIn s
(1,3,4,5)P｡の 産生 す る信号伝達系が分担 して , 効果 的にCa2
+流
入を制御 し て い る と い う事実を示 した 39). また , 我々 は 末同定
の Ca2
+
チ ャ ン ネル , Ins(1,3,4,5)P4受容体 と して G A Pl, テ ロ シ
ンリ ン 酸化受容体 と して S O S等 がRas同様 M A P キ ナー ゼ カ ス
ケ ー ドの 申で Ca2 十 流入 の信号伝達系を構成 して い る と い う線維
芽細胞 に お ける モ デ ル を提唱 した
4())
. ブ ラ ジキ ニ ン刺激 でIns
(1,3,4,5)P4の 産生 と 同時 にチ ロ シ ン の リ ン 酸化が起 こ り, 新生
In s(1,3,4,5)P｡は G AP l に結合す る . In s(1,3,4,5)P4と結合 して
い るす べ て の G A P lは G T P結合型Ra sとP H ドメ イ ン を介 し て
151
結合 し41), さら に そ こ か らCa2 十流入 チ ャ ン ネル に作用する と考
えら れ る (図8 A). G AP l とIn s(1,3,4,5)P｡の 結合後 にCa
2 +チ ャ
ン ネル が ど の よう に開口 され る か は現時点で は良く理解され て
い な い . しか し, Ca







オ シ レ ー シ ョ ン を誘起 して い る可能性が考
え られ る . G A PIIIノ ッ ク ア ウ ト細胞で は , In s(1,3,4,5)P4塵生
後の 時点で信号が停止 し, Ca2 +流入 チ ャ ンネ ル まで こ の 信号が
伝達 さ れず , 結 果的 にCa2 十流入や Ca2 +オ シ レ ー シ ョ ン が 阻害
さ れ る と予想され る (図8 B).
同じよ う に ア ン チ セ ン ス 法を用 い て ヒ ト の リ ン パ 球細胞 の
G A P l





チ ャ ンネ ル の 活性化) が ト ロ ン
ビ ン刺 激に よ るCa2 →■動員 や貯蔵庫駆動式Ca2 +流入 と して記録
さ れ , こ の 反応 が Ca
2 十依存的 なK十 チ ャ ン ネル の 特異的な作用
に よ っ て 増加す る こ とが 示され た 一 し か し, こ の 結果 はIn s
(1,3,4,5)P｡の K
+チ ャ ン ネル 電流 へ の 影響が 認め ら れ なか っ た点
で 本研究 と相違 がある . Lu らヰ2)の 利 用 し た細胞 にお い てIn s
(1,3,4,5)P4の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー と して の 役割が認め られ
なか っ た の は, そ の 細胞 で は Caヲ
+
依存的な K十 コ ン ダク タ ン ス
が Ca
2 +
に対 して 感受性 が低く, In s(1,3,4,5)P.が誘発する Ca
2 十
流入 が小 さ い ため , Ca
2十 流入を起 こ す の に十分で は なか っ たと
考えら れ る.
線維芽細胞 にお い て , Ca2 +流入 は膜電位を過分極側 に変化 さ
せ る こと によ っ て 電気的に増強され る
6)
. こ の 増加 はイ オ ン 流
入の 駆動力が増加 して い ると考え られ て い る . Ca
2 +
オ シ レ ー シ
ョ ン や Ca
2 +流 入が - 10mV付近 か, も しく はそ れ よ り脱分極で
は全く起こ らない こ と から, Ca
2 +流 入チ ャ ン ネル は高 Ca2 +透過
性の 特徴を持 つ カチ オ ン チ ャ ン ネ ル の 性 質を共有 して い る . 最
近 , ト ラ ン ジ ュ ン ト レ セ プ タ ー ポ テ ン シ ャ ル (tr a n sie nt
r e c epto rpote ntial,Trp)や ポリ シス チ ン ーL
43)を含む幾 つ か の 哺乳







, そ し て Trp6
47)は , 容 量性
Ca2
十 流人 に関与して い るが, Trp5
4 8)
, Trp7
瑚 は関与 して い ない .
Trp5 に関 して は 容量性Ca
打 流入 へ の 関与 に対 して 反対の 見解
が報告 さ れ て い る4 榊 ). こ の よう に我 々 が 仮定 し て い る Ca2
十
流
人 チ ャ ン ネ ル の 持 つ 非容量性の 特徴 に合致 し た幾 つ か の カ チ オ
ン チ ャ ン ネル が候補と して挙げら れ る .
結 論
受容体作働性 Ca
い 流入 にお け る G A P lの 役割 を検証する目的
で , raS遺伝子で 癌化 し た NIH/3T 3線維芽 (DT)細胞 に内在す
る G A PIIIの 発現 をそ の ア ン チ セ ン ス D N Aを用 い て抑制 し, こ
の 細 胞で Ca2 十 流人を測定 した .
1
.
G A PIII アンチ セ ン ス は D T細胞 に内在する G A PIIIの 転写
産物の 抑制な ら び に G TPas e柄性 を抑制 した .
2 . D T細胞 にお い て, G A PIII が細胞膜表面に主に存在する
こ と を G FPを利用 して確認 した .
3 . G A PIIIの ア ン チ セ ン ス は D T細胞 を形態学的 に より健常
な状態 へ と復帰 させ た.
4 . G A PIII アン チ セ ン ス 導入株(D T GI IA S-16)細胞で は ブ ラ
ジ キ ニ ン 刺激 に よ っ て Ca2 十オ シ レ ー シ ョ ン が 誘発 され な か っ
た
.
5 . G A PIII アン チ セ ン ス 導入株細胞 で は ブ ラ ジキ ニ ン 刺激,




6 . 以上 の こ と か ら, In s(1,3,4,5)P｡受容体 と して の G A PIII
はIn s(1,3,4,5)P4をセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー と した受容体作働
性Cが
十流入の根本的役割を担 っ て い る こ と が 明らか に なっ た .
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Abstract
Inositol l,3,4,5-tetrakisphosphate(Ins(1,3,4,5)P4)isform ed in m ouse NIH/3T 3丘broblastcellsin r e spon seto bradykinin.
Br adykinin pote ntiates Ca
2 十
influ x whe n the cells a re tr an sform ed by on c oge nic ras, reS ulting in Ca
2 十
osci11ations.
Intracellularinfusion of Ins(1,3,4,5)P. reproduce sthis Ca
2 '
influ xpotentiation . Rec e ntly, Ras- GT Pase activating protein
(GAP)1 has be e nidenti丘edastheIn s(1,3,4,5)P4 re C ePtOr･ T hequ estion ad dr es s ed he reis whethe ror not GA P Iplays a r ole
in rec epto r
- OPe rat ed and Ins(1,3,4,5)P.-dependentCa
2+
e n try, 0the rthan thein ositoltrisphosphate-Se nSitiv e c apa citativeCa
2 +
On e･ W i thantise nse mou s e cD NA of G A P III, W etranSfe cted the r as-tra nSfor m ed 丘br oblast(D T) c ells . Bradykinin w as
unable toproduce Ca
2 +





entry elicited byboth bradykinin a nd In s(1,3,4,5)P. w er e s up pres s ed. T hes eresults sug gest that Ras- G A P l isin voIved
in agonist-Stimulated Ca
2 '
e ntry asthe Ins(1,3,4,5)P. binding proteinin asignalcasc ade do w nstre a mofphospholipase C-
COuPledbradykinin receptors.
